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摘要 
嵌合抗原受体（chimeric antigen receptor, CAR）T 细胞疗法是一种过继性细
胞免疫疗法。它利用病人自体 T 细胞在体外进行基因改造后回输到病人体内而
起到特异性杀伤肿瘤细胞的作用。外源为 T 细胞添加的 CAR 蛋白使 T 细胞获得
了新的功能活性，可以特异性识别肿瘤细胞表面的相关抗原，并直接活化 T 细
胞，而不受主要组织相容性复合物（major histocompatibility complex, MHC）和
共刺激分子的限制。脑胶质瘤是成年人中最常见，侵袭性最高的原发性颅内肿瘤。
其发病机制尚不明确。采用传统手术联合术后化疗和放疗的患者多在治疗后数月
复发，再次手术后复发的几率仍然很高。表皮生长因子受体（epithelial growth 
factor receptor, EGFR）的高表达被证明与脑胶质瘤的发生和发展有着密切关系，
40-50%的脑胶质瘤中都有 EGFR 的过表达。针对 EGFR 及其信号通路的抗肿瘤
药物虽然在结肠癌等癌症中取得了一定进展，但是在治疗脑胶质瘤的过程中都失
败了。而 EGFR 在正常脑部组织中表达很低甚至不表达的特性为 CAR-T 细胞疗
法提供了一个很好的靶点。另一方面，由于血脑屏障的作用，采用大脑局部治疗
可以防止 T 细胞扩散到全身各部位对其他表达 EGFR 的组织造成损伤。因此研
究以 EGFR 为靶点的 CAR-T 细胞局部治疗脑胶质瘤很有意义。本实验设计构建
了多个靶向 EGFR 的第二代 CAR 序列，并在 293T 细胞中验证其表达，优选出
两个最佳结构。在对慢病毒包装、感染、载体选择和浓缩条件优化的基础上用上
述两个结构体外改造人原代 T 淋巴细胞，均得到了 20%左右的感染效率。最后
分别对 EGFR 高表达的脑胶质瘤细胞系和低表达的肿瘤细胞系进行体外细胞杀
伤实验，结果表明我们构建的 CAR-T 细胞对高表达的脑胶质瘤细胞系产生了强
烈的特异性杀伤作用。这为进一步研究以 EGFR 为靶点的免疫细胞的局部治疗
提供了基础。 
关键词：CAR-T；EGFR；脑胶质瘤 
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Abstract 
Chimeric antigen receptor (CAR) T cell therapy is a kind of adoptive cellular 
immunotherapy which use genetically modified autologous T cells to kill their own 
tumor cells specifically. The exogenous protein gives T cells a new active function: to 
identify tumor associated antigen on the surface specifically and active T cells directly, 
without major histocompatibility complex (MHC) and stimulating molecules. Glioma 
is the most common and aggressive primary intracranial tumor in adults. Its 
pathogenesis is unclear. Patients treated with traditional surgical resection, combined 
postoperative chemotherapy and radiotherapy are likely to recurrence after a few 
months, once again, the probability of recurrence after surgery is still high. It is reported 
that high expression of epithelial growth factor receptor (EGFR) has a close relationship 
with the occurrence and development of glioma, 40-50% of brain glioma have a 
overexpression of EGFR. Although the antineoplastic drugs which are targeted EGFR 
and its signaling pathway have made certain progress in colon cancer and other cancers, 
they are failed in treating glioma. On the other hand, the low expression of EGFR 
provides chimeric antigen receptor T cell therapy a good target. And brain drug delivery 
can take advantage of the blood brain barrier to prevent T cells to spread to other parts 
of the body, cause damage of tissues which are express EGFR, too. Thereore, study 
focuses on the anti-EGFR CAR-T cells for local treatment of glioma is very meaningful. 
This study designed four sequences of the second generation anti-EGFR CAR, and 
verify their expression in 293 T cells. This way, we selected the two best structures. 
After optimizing the condition of lentivirus packaging, infection, lentivirus vectors and 
concentration, we modified primary human T lymphocytes by the two sequences above. 
And finally get a transfection rate of almost 20%. In the end, in vitro cytotoxicity-tests 
were carried out among cell lines which have a high or lower lever expression of EGFR. 
The results demonstrated that our constracted CAR-T effectively killed the glioma cell 
lines with high EGFR expression. This study paves a fundation of local treatment of 
specific lesion targeting EGFR in the future. 
Key words: CAR-T; EGFR; Glioma  
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缩略词及中英文对照表 
英文缩写 英文全名 中文名称 
CAR chimeric antigen receptor 嵌合抗原受体 
MHC major histocompatibility complex 主要组织相容性复合物 
EGFR epithelial growth factor receptor 表皮生长因子受体 
IL-2 interleukin-2 白介素-2 
LAK lymphokine-activated killer cell 淋巴因子激活的杀伤细胞 
PBMC peripheral blood mononuclear cell 外周血单核细胞 
TIL tumor infiltrating lymphocyte 肿瘤浸润淋巴细胞 
NK natural killer cell 自然杀伤细胞 
CIK cytokine induced killer 细胞因子诱导的杀伤细胞 
DC dendritic cell 树突状细胞 
TCR T cell receptor T 细胞抗原受体 
scFv single chain antibody fragment 单链抗体 
VL variable region of light chain 轻链可变区 
VH variable region of heavy chain 重链可变区 
TAAs tumor associated antigens 肿瘤表面相关蛋白 
Fc fragment crystallizable 可结晶片段 
ITAMs immunoreceptor tyrosine-based 
activation motifs 
免疫受体酪氨酸活化基序 
IFN-γ interferon-γ γ 干扰素 
GM-CSF granulocyte macrophage colony-
stimulating factor 
粒细胞-巨噬细胞集落刺
激因子 
Bcl-2 B-cell lymphoma- 2 B 细胞淋巴瘤 2 
AICD activation induced cell death 活化诱导的细胞死亡 
TGF-β transforming growth factor-β 转化生长因子 β 
TSA tumor specific antigen 肿瘤特异性抗原 
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CAH-9 carbonic anhydrase-9 抗碳酸酐酶-9 
CID chemical induction of dimerization 二聚体化技术 
HvG host versus graft 宿主抗移植物反应 
GvH graft versus host 移植物抗宿主反应 
HSCT hematopeiefie stem cells 
transplantation 
造血干细胞移植 
GvL graft versus leukemia 移植物抗白血病反应 
GBM Glioblastoma 胶质母细胞瘤 
RTK receptor tyrosine kinase 酪氨酸激酶型受体 
EGF epidermal growth factor 表皮生长因子 
TGFα transforming growth factor α 转化生长因子α 
BTC betacellulin β- 细胞素 
AR amphiregulin 双向调节蛋白 
HB-EGF heparin-binding EGF like growth 
factor 
肝素结合 EGF 样生长因
子 
EPR epiregulin 表皮调节素 
TKI tyrosine kinase inhibitors 酪氨酸激酶抑制剂 
AAV adeno-associated virus 腺相关病毒 
HIV human immunodeficiency virus 人类免疫缺陷型病毒 
PBS phosphate buffer saline 磷酸缓冲盐溶液 
DMEM dulbecco's modified eagle medium 培养基 
DMSO dimethyl sulfoxide 二甲亚砜 
FBS fetal bovine serum 胎牛血清 
PEI polyetherimide 聚醚酰亚胺 
MOI multiplicity of infection 感染复数 
RTCA real time cell analysis 实时无标记细胞分析仪 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第一章 前言 
1 
 
第一章 前言 
1.1 嵌合抗原受体 T 细胞 
1.1.1 肿瘤细胞免疫疗法的发展历程 
肿瘤细胞免疫疗法是一种直接或间接利用自身免疫细胞杀伤和控制肿瘤细
胞的新型抗肿瘤疗法。直到 1960 年代，人们才开始了解免疫系统在肿瘤治疗过
程中的重要作用。人们发现移植抗肿瘤小鼠的淋巴细胞会抑制肿瘤模型的生长[1, 
2]。但是因为无法扩增 T 细胞，培养过程中也无法操作 T 细胞，使用 T 细胞治疗
移植瘤小鼠的尝试受到了限制。1976 年，T 淋巴细胞生长因子白介素 -2
（interleukin-2, IL-2）的使用为 T 淋巴细胞的体外扩增提供了手段，并且 IL-2 的
使用不会使 T 细胞失去效应功能，这促进了肿瘤免疫疗法的开展[3]。1982 年，研
究表明直接使用高剂量的 IL-2 能抑制小鼠肿瘤的生长[4]，随后有研究证实静脉
注释 IL-2 培养的淋巴细胞可以有效治疗皮下大块的 FBL3 淋巴癌[5]。此外，移植
淋巴细胞后使用 IL-2 可以提高这些过继性淋巴细胞的治疗潜力[6]。这些都是最
早的淋巴因子激活的杀伤细胞（lymphokine-activated killer cell, LAK）疗法的原
型。LAK 细胞是外周血单核细胞（peripheral blood mononuclear cell, PBMC）在
体外由白介素-2 活化 3-5 天后扩增而成的广谱抗肿瘤作用的杀伤细胞。但是 LAK
需要与大量 IL-2 合用，毒性较大，临床疗效不确切。现已较少使用。 
1985 年，研究证实一些黑色素瘤转移的病人使用 IL-2 能造成长期性的肿瘤
完全退化[7]，这为发现肿瘤免疫治疗过程中的特异性 T 细胞与其抗原之间的相互
作用提供了灵感。浸润到肿瘤基质中的淋巴细胞是体外能够识别肿瘤的淋巴细胞
的主要来源，小鼠肿瘤模型有关研究证明，过继性移植用 IL-2 培养的同源肿瘤
浸润淋巴细胞（tumor infiltrating lymphocyte, TIL）可以使肺癌和肝癌退化[8]。1986
年，体外研究表明，来自于切除黑色素瘤病人的 TIL 中含有某些细胞可以特异性
识别自体肿瘤[9]，这些研究使科学家在 1988 年首次证明采用自体 TIL 可以使黑
色素瘤转移病人的肿瘤发生了退化[10] 。来源于肿瘤的 TIL 通常主要是 CD8+和
CD4+的细胞。单纯的 T 淋巴细胞能够帮助病人使肿瘤退化让人们了解到了 T 细
胞在人类癌症免疫治疗中的重要作用。然而，这种反应没有持续应答，治疗的第
二天，病人的循环系统中只能检测到很少量的移植淋巴细胞。2002 年，研究发现 
TIL 移植前通过非清髓性的化疗方案消除自体淋巴细胞能提高肿瘤的退化，并且
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宿主体内抗肿瘤的寡淋巴细胞群会持续更久[11]。其中一些病人循环系统内 CD8+ 
T 细胞占加入的抗肿瘤细胞的 80%。在临床运用中 TIL 特异性的抗肿瘤效果明
显，但是其制备技术复杂，效应 T 细胞存活时间短，而且 TIL 只能从新鲜且无菌
的肿瘤组织样本中获得，对于 TIL 数量过少的病人或者无法提供此类样本的病
人无法进行治疗。这些都为 TIL 的普遍运用产生了很大的限制。 
随着肿瘤免疫学的发展，人们越来越认识到免疫系统在抗肿瘤过程中的重要
性，也因此发现了多种其他非特异性肿瘤细胞免疫疗法。 
自然杀伤细胞（natural killer cell, NK）是免疫系统的第一道防线，能广泛识
别并迅速杀伤癌细胞，对肿瘤干细胞也具有显著的杀伤作用。NK 细胞对肿瘤的
杀伤既不需要预先的抗原致敏，也不需要抗体的参与，并且没有 MHC 限制。但
是 NK 细胞虽然对肿瘤杀伤效率高，但是对肿瘤的识别率低。 
细胞因子诱导的杀伤细胞（cytokine induced killer, CIK）是单个核细胞在 CD3
功能性抗体和多种细胞因子的作用下诱导产生的一群 T 淋巴细胞和 NK 细胞。
因此既有 T 淋巴细胞的靶向肿瘤杀伤作用，又有 NK 细胞的非 MHC 限制性肿瘤
杀伤作用。相比 LAK 细胞，CIK 细胞增殖速度更快，T 淋巴细胞比率更高，IL-
2 使用少，毒性更低。 
DC-CIK 细胞疗法是利用树突状细胞（dendritic cell, DC）和 CIK 细胞联合治
疗的细胞免疫治疗方法。DC 细胞能够在体内随血液循环主动搜索、识别肿瘤细
胞，并激活其他免疫活性细胞，产生有效的抗肿瘤作用。DC 与 CIK 的联合应用
能够起到协同治疗的作用。DC 细胞负责主动搜索和识别癌细胞，而 CIK 负责精
准杀伤癌细胞。 
这些非特异性的肿瘤细胞免疫疗法虽然取得了一些治疗效果，但是由于肿瘤
细胞的多种逃逸机制使得 T 细胞无法正常发挥功能，而 NK 细胞肿瘤识别率又
低，因此总体来说，这些方法的治疗效果个体差异大，临床疗效不确切，需要进
一步的改进和发展。 
更大范围内应用肿瘤细胞免疫疗法治疗多种人类癌症的鞭策引导了基因工
程改造淋巴细胞表达抗肿瘤受体的研究。继小鼠模型后[12]，2006 年科学家首次
发现，病人输入携带特异性 T 细胞抗原受体（T cell receptor, TCR）的循环淋巴
细胞可以使肿瘤退化，这一特异性 TCR 是由逆转录病毒编码，可以识别黑色素
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瘤-黑色素细胞 MART-1 抗原[13]。TCR 疗法虽然解决了 TCR 识别 MHC 的问题，
但是如果肿瘤细胞的共刺激分子表达异常，TCR-T 细胞仍然无法正常发挥作用。 
2010 年首次报道了成功应用于人类临床的靶向 CD19 的 CAR-T 细胞疗法
[14]。用病人自体表达抗 CD19 CAR 的 T 淋巴细胞治疗 B 细胞淋巴瘤能使肿瘤退
化，在治疗后的 4 年进行了两轮治疗，病人的癌症也没有进展。许多研究组织也
发现靶向 CD19 的 CAR-T 疗法对于滤泡性淋巴瘤，大细胞淋巴瘤，慢性淋巴细
胞白血病和急性淋巴细胞白血病都有一定的治疗效果[15-18]。随后一项包括 11 个
神经母细胞瘤的病人的临床实验得到了鼓舞人心的 CAR-T 抗肿瘤效果，在这项
实验中特异性的针对神经母细胞瘤靶标 GD2 的 CAR-T 细胞显示出短期持续性 
[19]。另一项作用于 GD2 的 19 个病人的 CAR-T 临床研究显示，11 个病人的 CAR-
T 细胞有长期持续性，其中 3 个急性病人症状得到缓解并和临床结果相关[20]。至
此，CAR-T 细胞疗法成为肿瘤细胞免疫疗法中的主流，开始在癌症的治疗过程
中发挥重要作用。 
1.1.2 CAR-T 细胞基本原理 
CAR-T 细胞疗法是指从病人的外周血中提取出 PBMC，分离培养 T 细胞，
在体外进行基因改造后，回输到病人体内起到特异性杀伤肿瘤细胞的作用。基因
改造外源为 T 细胞添加了一个 CAR 蛋白，这个蛋白是一种融合蛋白，由胞外的
抗体样识别结构和胞内的 T 细胞信号激活结构域组成[21]。CAR 的胞膜表达使 T
细胞获得了新的功能活性[22]，可以特异性识别肿瘤细胞表面的抗原，并直接活化
T 细胞，而不受 MHC 和共刺激分子的限制。 
正常 T 细胞活化需要两个途径：一个是 TCR 识别靶细胞提呈的特异性 MHC
分子；一个是共刺激分子的激活，二者缺一不可。最后活化的 T 细胞通过穿孔素
/颗粒酶途径和死亡受体途径来特异性诱导细胞凋亡。 
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